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La pressione antropica sugli ecosistemi costieri è una delle principali cause che influisce sul cambiamento della struttura delle 
comunità bentoniche e diversi organismi di particolare rilevanza naturalistica ne sono direttamente minacciati. Tra questi vi è 
Patella ferruginea Gmelin, 1791, uno tra i più rari gasteropodi marini, la cui distribuzione si è ridotta a poche aree a causa 
dell’intensa raccolta effettuata dall’uomo. La presente ricerca è stata condotta con lo scopo di studiare la struttura genetica 
della specie, in modo da ottenere informazioni sui livelli di variabilità genetica all’interno e tra popolazioni naturali raccolte in 
due Aree Marine Protette della Sardegna (Is. dell’Asinara e Is. di Mal di Ventre) e cercare di trovare una relazione tra le 
caratteristiche ecologiche e biologiche della specie e la struttura genetica delle popolazioni studiate. Le analisi sono state 
effettuate utilizzando dieci primer ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) su quaranta individui raccolti in quattro siti. Tali 
analisi hanno evidenziato livelli di variabilità genetica all’interno delle popolazioni da moderati a bassi e un forte 
differenziamento genetico tra le due popolazioni appartenenti alle due AMP. Questi risultati suggeriscono che livelli 
accettabili di flusso genico potrebbero agire solo su piccola scala geografica e che i piani di gestione e conservazione di questa 
specie devono essere formulati in relazione all’attuale distribuzione delle AMP. 
  © 2005 SItE. All rights reserved 
Keywords: AMP; Patella ferruginea; Variabilità genetica; ISSRs. 
 
1. Introduzione 
La pressione antropica sugli ecosistemi costieri è 
una delle principali cause che influisce sul 
cambiamento della struttura delle comunità 
bentoniche e diversi organismi di particolare 
rilevanza naturalistica ne sono direttamente 
minacciati (de Boer and Prins, 2002; Branch and 
Odendaal, 2003). La raccolta da parte dell’uomo 
finalizzata al collezionismo (esiste infatti un 
commercio delle conchiglie) ed alla commestibilità, 
risulta essere la causa principale del declino di 
Patella ferruginea Gmelin, 1791 (Gastropoda: 
Patellidae), che risulta essere l’invertebrato marino 
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più minacciato del Mediterraneo occidentale. 
L’obiettivo dello studio è quello di stimare i livelli di 
diversità genetica e flusso genico di alcune 
popolazioni di P. ferruginea in modo da ottenere 
informazioni circa i livelli di variabilità genetica 
all’interno e tra popolazioni naturali di P. ferruginea 
raccolte in due Aree Marine Protette (Penisola del 
Sinis-Isola di Mal di Ventre e Isola dell’Asinara) e 
cercare di trovare una relazione tra le caratteristiche 
ecologiche e biologiche della specie e il 
differenziamento genetico delle popolazioni studiate. 
2. Materiali e metodi 
Sono stati campionati 30 individui di P. ferruginea  
in 3 siti differenti dell’AMP dell’Isola dell’Asinara 
(10 per sito): Punta Sabina (APS), Cala Sant’Andrea 
(ACS) e Pedra Bianca (APB); sono stati inoltre 
campionati 10 individui in un unico sito dell’AMP di 
Penisola del Sinis-Isola di Mal di Ventre (MVE) (Fig. 
1). Per evitare danni permanenti o morte degli 
individui, il materiale biologico è stato prelevato 
seguendo il protocollo come in Casu et al. (2004). 
L’analisi genetica è stata condotta utilizzando la 
tecnica ISSR (Inter-simple Sequenze Repeats), che si 
basa sull’amplificazione di sequenze interne al DNA 
microsatellite ripetute e invertite (Zietckiewicz et al., 
1994). Il DNA genomico è stato estratto utilizzando il 
QIAGEN® DNeasy Tissue kit (QIAGEN Inc., 
Valencia, California). È stato utilizzato un set di 10 
primer (Tab. 1) sintetizzati dalla Proligo Primers & 
Probes® (Proligo France SAS). Il DNA è stato 
sottoposto ad amplificazione mediante PCR.  
 
 
Fig. 1. Siti di campionamento: APS (Punta Sabina); ACS (Cala 




Sigle dei primer e sequenze, numero totale di bande polimorfiche 










IT1 (CA)8GT 8 630-1500 
IT2 (CA)8AC 14 580-2642 
IT3 (CA)8AG 20 420-2500 
SAS1     (GTG)4GC 12 530-2642 
SAS3 (GAG)4C 17 580-2642 
UBC 809 (AG)8G 16 300-1700 
UBC 811 (GA)8C 12 480-1800 
UBC 827 (AC)8G 11 480-2000 
PT1 (GT)8C 6 420-1800 
PT2 (GA)8G 6 500-1200 
 
      
Le amplificazioni sono state condotte utilizzando, 
per ciascuna reazione, circa 30 ng di DNA genomico, 
tampone di reazione 1X, MgCl2 3 mM, dNTP 200 
µM ciascuno, primer 0,2 µM, 0,5 unità di Taq DNA 
polimerasi, per un volume finale della soluzione pari 
a 25 µl. Le amplificazioni sono state eseguite 
utilizzando il seguente profilo di amplificazione:   
94°C  per  3  minuti;  45  cicli  da 94°C per 40 
secondi, 55°C per 45 secondi, 72°C per 100 secondi; 
72°C per 5 minuti. I prodotti dell’amplificazione 
sono stati sottoposti ad elettroforesi su gel d’agarosio 
(2%) immerso in tampone TAE 1X  per 150 minuti a 
80 volt (4 V/cm). I gel sono stati colorati tramite 
MV APE B 
Stress: 0,11Fig. 2. M ello di or inamento (MDS) relativo al campioni 








immersione per 15 minuti in una soluzione di 
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Bromuro di Etidio (1µl/10ml di H2O). I profili 
elettroforetici sono stati visualizzati tramite un 
transilluminatore a ultravioletti, connesso ad un 
sistema per l’acquisizione di immagini. Assieme ai 
campioni sono stati fatti correre dei controlli negativi 
per escludere la possibilità di contaminazioni. 
Tutte le analisi sono state effettuate servendosi del 
metodo Bayesiano (Zhivotovsky, 1999). 
3. Risultati 
L’amplificazione dei dieci primer ISSR in tutti gli 
individui ha portato all’individuazione di un numero 
di bande compreso fra sei (primer PT1 e PT2) e 20 
(primer IT3), con dimensioni dei frammenti che 
variano tra 420 e 2642 paia di basi (Tab. 1). Sono 
state individuate complessivamente 20 bande private 
nei campioni dell’Asinara, di cui otto nel campione di 
Punta Sabina, cinque nel campione di Cala 
Sant’Andrea e sette in quello di Pedra Bianca; mentre 
sono state riscontrate 25 bande private nel campione 
di Mal di Ventre. I valori dell’eterozigosità sono pari 
a H = 0,220 nel campione proveniente da Punta 
Sabina (APS), H = 0,233, nel campione di Cala 
Sant’Andrea (ACS), H = 0,203 nel campione di 
Pedra Bianca (APB); valori leggermente più bassi 
sono stati riscontrati nel campione dell’Isola di Mal 
di Ventre (MVE), H = 0,173.    
L’ordinamento MDS (Clarke & Warvick, 1994) 
(Fig. 2), effettuato sulla matrice delle distanze 
interindividuali (Lynch & Milligan, 1994) evidenzia 
una netta separazione tra gli individui dell’Isola di 
Mal di Ventre e quelli dell’Isola dell’Asinara, mentre 
all’interno di quest’ultima non è possibile osservare 
una chiara distinzione genetica tra i tre campioni.  
4. Discussione 
Lo studio ha evidenziato l’esistenza di livelli di 
differenziamento genetico da moderati a bassi 
all’interno delle popolazioni di ciascuna AMP e una 
notevole divergenza genetica tra le popolazioni 
appartenenti alle due isole. Questi risultati 
suggeriscono che il flusso genico è efficace solo su 
piccola scala geografica.  
La bassa connettività evidenziata potrebbe essere 
legata sia alle caratteristiche biologiche ed ecologiche 
della specie che non ne favoriscono la dispersione a 
lungo raggio, sia alla progressiva diminuzione del 
numero degli individui nelle aree non protette ubicate 
tra le due AMP, dove la specie viene 
sistematicamente raccolta nonostante il divieto e che 
potrebbero servire da “stepping stones”. La 
salvaguardia di tali popolazioni residuali potrebbe 
rivestire un ruolo importante nel ripristinare 
accettabili livelli di flusso genico tra l’Isola 
dell’Asinara e quella di Mal di Ventre. 
I piani di gestione e conservazione di P. 
ferruginea dovrebbero essere dunque formulati in 
relazione all’attuale distribuzione delle AMP e delle 
aree limitrofe. Tuttavia, è ovvio che l’unico modo per 
invertire l’attuale tendenza alla estinzione della 
specie è legata all’assoluto divieto di prelievo degli 
individui.  
Ringraziamenti 
Gli autori desiderano ringraziare lo staff tecnico 
del Parco Nazionale dell’Isola dell’Asinara per la 
preziosa collaborazione ed il supporto tecnico fornito 
durante i campionamenti. 
Bibliografia 
Branch, G.M. &  Odendaal, F. (2003) The effects of marine 
protected areas on the population dynamics of a South African 
limpet, Cymbula oculus, relative to the influence of wave 
action. Biological Conservation, 114, 255-269. 
Casu, M., Casu, D., Lai, T., Pala, D., Gazale, V., Zanello, A., 
Curini-Galletti, M. (2004) Studio preliminare sulla struttura 
genetica di Patella ferruginea Gmelin, 1791 (Mollusca, 
Gastropoda), nell’Area Marina Protetta (AMP) dell’Isola 
dell’Asinara mediante ISSR. Atti Società Italiana di Ecologia 
(SItE) XIV Congresso Nazionale, Siena, disponibile su: 
http://www.xivcongresso.societaitalianaecologia.org/articles/. 
Clarke, K.R. & Warwick, R.M. (1994) Change in marine 
commuinities: an approach to statistical analyses and 
interpretation. Natural Environment Research Council, 
pp.144. Plymouth Marine Laboratory, UK.  
De Boer, W.F. &  Prins,  H.H.T. (2002) Human exploitation and 
benthic community structure on a tropical intertidal flat. 
Journal of Sea Research, 48, 225-240. 
Lynch, M. & Milligan, B.G. (1994) Analysis of population genetic 
structure with RAPD markers. Molecular Ecology, 3, 91-99. 
Available online at http://www.xvcongresso.societaitalianaecologia.org/articles/ 4 
Zhivotovsky, L.A. (1999) Estimating population structure in 
diploids with multilocus dominant DNA markers. Molecular 
Ecology, 8, 907-913. 
Zietckiewicz, E., Rafalsky, A. & Labuda, D. (1994) Genome 
fingerprinting by Inter-Simple Sequence Repeat (ISSR)-
anchored polymerase chain reaction amplification. Genomics, 
20, 176-183. 
 
 
 
